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C O G I T A T I O N E  S 

Die  G i i l t i g k e i t s g r e n z e  der  E i c h k u r v e  bei  N u l l *  

Zu den  G r u n d l a g e n  fiir E i c h k u r v e n  in de r  q u a n t i t a t i v e n  
P h o t o m e t r i e  geh6r t  die A b g r e n z u n g  de r  Bereiche,  in  
denen  wegen m e t h o d i s c h e r  U n z u l ~ n g l i c h k e i t e n  die E rgeb -  
nisse yon  A n a l y s e n p r o b e n  ungi i l t ig  s ind.  I n  d ie sem 
Z u s a m m e n h a n g  i s t  de r  U n s i c h e r h e i t s a b s c h n i t t  in  de r  
N/ihe des Nul lwer te s  b i s h e r  wenig  b e a c h t e t  worden ,  ob-  
wohl  m a n  in de r  L i t e r a t u r  ausdr t i ck l i che  Hinweise  f inder ,  
dass  gerade  zur  K e n n z e i c h n u n g  e iner  neuen  M e t h o d e  die 
m i t  S i che rhe i t  b e s t i m m b a r e  M i n d e s t m e n g e  gehTre ~, Der  
U n s i e h e r h e i t s a b s c h n i t t  e n t s t e h t ,  i n d e m  m a n  aus  den  An-  
s~ttzen fiir e inen  l i nea ren  Bere ich  u n d  Messung  de r  
E x t i n k t i o n e n  die die P u n k t e  i m  K o o r d i n a t e n s y s t e m  
E x t i n k t i o n - M e n g e  v e r b i n d e n d e  Ger~de  bis  Nul l  ve r -  
1/ingert. 

Die  E i c h k u r v e n w e r t e  s ind  a r i t h m e t i s c h e  Mi t t e l  aus  
M e h r f a c h b e s t i m m u n g e n ,  die er fahrungsgem~tss  n o r m a l  
v e r t e i l t  u m  den  M i t t e l w e r t  s t reuen .  I n  e inem A b s c h n i t t  
bei  Nul l  i s t  n u n  die spAtere Ab le sung  yon  Versuchs -  
w e r t e n  uns icher ,  weil  de r  E x t i n k t i o n s w e r t  fiir die Menge  
Nul l  (d, h .  R e a g e n z i e n b l i n d w e r t )  ebenfa l l s  aus  e iner  S c h a r  
s t r e u e n d e r  E inze lwe r t e  e r m i t t e l t  ist,  die e inen  b e s t i m m -  
t e n  Tei l  de r  E i c h k u r v e  i ibe rdecken  u n d  so g le ich  Nul l  
se tzen .  

I n  de r  P rax i s  wird  de r  Bere ich  te i lweise  abges i che r t  
d u r c h  a -Grenzen  der  R e a g e n z i e n b l i n d w e r t v e r t e i l u n g .  Da-  
bei  sch / t t z t  m a n  a m i t  der  F o r m e l  fiir den  m i t t l e r e n  
F e h l e r  des  E inze lwer t e s  s ~ (Tabel le  I) u n d  z ieh t  die 
Grenze  bei 2 s  3,4 oder  fiir wissenschaf t l i che  A r b e i t e n  
bei  3 s 1. 

E i n  sotches V o r g e h e n  h a t  ausse r  A c h t  gelassen,  dass  
n i c h t  n u t  de r  Nu lhve r t ,  s o n d e r n  a u c h  de r  so e r m i t t e l t e  
M i n d e s t m e n g e n w e r t  bei  e x p e r i m e n t e t l e r  N a c h p r i i f u n g  we- 
gen se iner  S t r e u u n g  e inen  U n s i c h e r h e i t s b e z i r k  bei  Null  
b i lden ,  dass  also zwei S t r e u u n g s b e r e i c h e  in ih re r  Aus-  
w i r k u n g  b e d a c h t  w e r d e n  mtissen.  N a c h  dieser  ?3ber- 
l egung  genf ig t  der  3 s -Bere ich  der  N u l l ve r t e i l ung  n i c h t  
d e n  A n s p r t i c h e n  eines V e r t r auens be r e i ches .  Die  ko r r ek t e  
V e r t r a u e n s g r e n z e  l ieg t  bei  e inem E i c h k u r v e n w e r t ,  dessert 
zugehSrige H t iu f igke i t sve r t e i l ung  s ich  y o n  de r  Nu l lwer t -  
v e r t e i l u n g  s t a t i s t i s ch  ges iche r t  un t e r s ehe ide t .  ~vVelche 
S ign i f ikanzs tu fe  ffir diese S i che rung  gew/ihl t  wird, h t tng t  
v o n  d e n  G e n a u i g k e i t s a n s p r i i c h e n  ab.  D e m  3s-Bere ich  
wi i rde  in d ie sem Sinne  eine 3a -Aqu iva l en t -S ign i f i kanz -  
schwelle  e n t s p r e c h e n  m i t  e iner  W a h r s c h e i n l i c h k e i t  v o n  
99 ,73% 5 De r  P r i i fung  auI  Signi i ikanz ,  h i e r  m i t  Hilfe des  
t -Ver fah rens  ausgef i ihr t ,  l ieg t  e ine Gegen t ibe r s t e t l ung  yon  
S i g n i f i k a n z s c h r a n k e n  de r  u n t e r s u c h t e n  Messwer tve r t e i -  
l u n g e n  zugrunde ,  u n d  de r  ges icher te  E i c h k u r v e n g r e n z -  
we f t  soll so beschaf fen  sein,  dass  die u n t e r e  S igni f ikanz-  
s c h r a n k e  se iner  H ~ u f i g k e i t s v e r t e i l u n g  m i t  de r  obe ren  
S ign i f i kanzsch ranke  de r  N u l l w e r t v e r t e i l u n g  z u s a m m e n -  
f/~llt. 

A n h a n d  der  P o r t c r - S i l b e r - R e a k t i o n  au I  17 - H ydr oxy -  
Cor t icos teroide ,  bei  de r  P h e n y l h y d r a z i n  m i t  de r  Dioxy-  
A c e t o n - S e i t e n k e t t e  des  S te ro ids  e in  Osazon  b i l d e t "  m i t  
e i n e m  A b s o r p t i o n s m a x i m u m  des  R e a k t i o n s a n s a t z e s  bei  
410 n m  7, soll e in  Beispiel  e r l~u t e r t  werden .  Aus ]e 20 
B e s t i m m u n g e n  pro  E i c h k u r v e n w e r t  m i t  H y d r o c o r t i s o n -  
r e i n s u b s t a n z  h a b e n  w i t  eine S t a n d a r d e i c h k u r v e  ers te l l t ,  
de ren  G r u n d l a g e n  Tabel le  I zeigt  (Messung m i t  Zeiss- 
P h o t o m e t e r  E lko  I I I ,  F i l t e r  405 Hg,  Sch ich t  0,5 cm). 

Der  R e a g e n z i e n b l i n d w e r t  als Nu l lwe r t  de r  E i c h k u r v e  
h a t  bei 20 Messungen  die  m i t t l e r e  E x t i n k t i o n  0,0204 

0,0021, de r  0,25 7 H y d r o c o r t i s o n r e i n s u b s t a . n z w e r t  d ie  
E x t i n k t i o n  0,0342 ! 0,0052. Bei  e iner  o r i e n t i e r e n d e n  

P r i i f ung  au f  e inen  s i g n i f i k a n t e n  U n t e r s c h i e d  zwischen 
d iesem u n t e r s t e n  E i c h k u r v e n w e r t  u n d  d e m  Nu l lwe r t  m i t  
d e m  t -Tes t  miiss te  Iiir die 3a-Schwel le  u n d  den  Fre ihei t s -  
g r ad  v = 3 8  ein t - W e r t  yon  3,1 ~ e r r e i ch t  werden .  Der  
tats~.chl iche W e r t  e r r e c h n e t  s ich m i t  t =  8,56. 0,25 7 liegt 
d a m i t  zu hoch  u n d  erffillt  n i c h t  die V o r a u s s e t z u n g  des 
V e r t r a u e n s g r e n z w e r t e s .  

Den  g e s u c h t e n  G r e n z w e r t  k 6 n n t e  m a n  n u n  exper i -  
men t e l l  i t e r a t i v  e rha l t en ,  i n d e m  m a n  d u r c h  neue  Ver-  
suchsse r ien  m i t  E i n s a t z  von  k le ine ren  Mengen  Rein-  
s u b s t a n z  v o n  2 Se i ten  den  Bere i ch  e inengt ,  b i s  m a n  den  

Tabelle I 

a O W = O  (},25 0,5 1,0 1,5 2,0 

0,0204 0,0342 0,0479 0,0750 0,1025 0,1279 

s 0,0021 0,0052 0,0040 0,0033 0,0034 0,0036 

V k  - 15,22 8,36 4,40 3,31 3,07 

]ogVk - 1,1824 0,9222 0,6453 0,5198 0,4871 

Daten der Porter-Silber-Eichkurve auf 17-Hydroxy-Corticoste- 
roide: 

a eingesetzte Menge Reinsubstanz 

Ia ~ arithmetisches Mittel der Einzelwertc 

ib s Standardabweichung 2 s = z~ ] /  *~'x2- ~ 2.'x 
V n - - I  

lOO s 
Ic Vk Variationskoeffizient a V k -  

Extinktion 

0,10 ~ h  Tabelle I 

~ . , . , . , . ~ . , ' ~  Ei~hkurve noch Tebelle ] 
0 05 

J ~ _ ,-.... 
0,02 

°'°°o,0 0,25 ~,o 1~ 
Fig. 1. Porter-Silber-Eichkurve mit "~nderung des Variations- 

koeffizienten, 
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s Dokumenta Geigy, Wiss. Tabellen, p. 167 {1960). 
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Wer t  n~he rungswe i se  e r re ich t .  Bei  d e r a r t i g e n  V o r g e h e n  
ist der  expe r imen te l l e  E i n s a t z  seh r  aufwendig ,  u n d  es 
soll d a r u m  v e r s u c h t  werden ,  die expe r i m en t e l l e  I t e r a t i o n  
durch  eine r eehne r i sche  zu erse tzen .  

Der  t -Tes t  au f  s t a t i s t i s c h e  S i che rung  b e r u h t  a u f  d e n  
S ign i f i kanzsch ranken  de r  t -Ver te i lung .  Diese  i s t  de r  
s t a n d a r d i s i e r t e n  N o r m a l v e r t e i l u n g  eng  v e r b u n d e n ,  j e d o c h  
nu r  a b h ~ n g i g  v o m  F r e i h e i t s g r a d  v 8. Die  S ign i f ikanz-  
s e h r a n k e n  s ind aus  den  S t i c h p r o b e n  zu gewinnen  n a c h l ° :  

I Ia)  Po "= x + s_~_t als obe re  u n d  gz 
s t  

I lb )  Pu = x -  i / ~ -  als u n t e r e  S ign i f ikanzschranke .  

Nach  V o r a u s s e t z u n g  soll  po de r  N u t l w e r t v e r t e i l u n g  zu- 
s a m m e n f a l l e n  m i t  Pu de r  G r e n z w e r t v e r t e i l u n g .  Po = Pu. 

Mit  t =  3,45 n bei  F r e i h e i t s g r a d  v =  19 u n d  3 a - ~ q u i -  
Valent e r h a l t e n  w i t  ffir po=  Pu = 0,0222. ]~ rmi t t e l t  i s t  so 
e in  S i g n i f i k a n z s c h r a n k e n p a a r  als  P a r a m e t e r  zweier  Ver-  
te i lungen,  die be i  e inse i t iger  P r t i f ung  au f  S ign i f ikanz  
Unter  A n w e n d u n g  des  t -Tes tes  m i t  t =  3,45, v =  38 ge rade  
die S ign i f ikanzs tu fe  des 3a- /~quiva len tes  e r re ichen .  

Gegeben  is t  n u r  eine de r  b e i d e n  H~uf igke i t sve r t e i -  
lungen m i t  d e m  E i c h k u r v e n w e r t  f l i t  Nul l  u n d  se iner  
S t reuung .  V o n  der  a n d e r e n  i s t  b e k a n n t  die u n t e r e  Si- 
g n i f i k a n z s e h r a n k e  (Pu~w) u n d  de r  F r e i h e i t s g r a d  v. D e r  
Mi t t e lwer t  (xow) soll m i t  Hilfe  des  Va r i a t i onskoe f f i z i en t en  
nach  de r  t -Ver t e i lung  gesch/ t tz t  we rden  u n d  e rg ib t  die 
R x t i n k t i o n  unseres  g e s u c h t e n  V e r t r a u e n s g r e n z w e r t e s .  

Aus Vk (Tabel le  I) e r ha l t e  ich ffir den  M i t t e l w e r t :  

100 s 
Vk 

Zwischen  Var i a t i onskoe f f i z i en t  Vk u n d  S u b s t a n z -  
rnenge a b e s t e h t  die in  F i g u r  1 gezeigte  Verknf ip fung .  Die 
.Beziehung is t  n i c h t  l i nea r  gegen Nul l  ans t e igend ,  wi rd  
l edoch  l inea r  n a c h  T r a n s f o r m a t i o n  in das  S y s t e m :  

Vk' = log Vh, a'  = log2a 

in der  F o r m :  
log Vk = h + b log, a .  

13abei i s t  h I n t e r z e p t  au f  de r  O r d i n a t e  u n d  b da s  Stei-  
gungsmass  de r  Geraden .  I n  F i g u r  3 is t  sie e ingeze ichne t  
als Regress ionsgerade  ( G r und l agen  T abe l l e  II)  n a c h  d e m  
Pr inz ip  der  S u m m e  der  k l e in s t en  A b w e i c h u n g s q u a -  
d ra te  z~ 

Die  G e r a d e  g ib t  m i r  a n h a n d  yon  Vk A u s k u n f t  f iber die 
S t r e u u n g  s fiir den  zugehTr igen  E x t i n k t i o n s m i t t e l w e r t  

Extinktion 

po. ow ) ]  

$¢hemo~Nerte Nuf~keitsyerfeilungen 
~iber den [~nLtionsmittel~rten j ~  

2 / 

N Dugw 

Q 

Fig. 2. Schema der Nullwertverteilung ow und der Grenzwert- 
Verteilung gw mit gemeinsamer Signifikanzschranke po=pu; 
Pu~0,25 = untere Signifikanzschranke der HSufigkeitsverteilung 

der 0,25 ~, zugehSrenden Extinktionen. 

bei  j e d e m  E i c h k u r v e n w e r t ,  d a  n a c h  L o g a r i t h m i e r e n  yon  
Ic  (Tabel le  I) u n d  Auf i6sen  n a c h :  

logs  = log Vh + log~  -- 2 
ist. 

Zu r  B e r e c h n u n g  e n t n e h m e  ich  aus  de r  E i c h k u r v e  
(F igur  1) ~ in A b h ~ n g i g k e i t  y o n  a, aus  F i g u r  3 den  en t -  
s p r e c h e n d e n  W e r t  log Vh u n d  e r h a l t e  n a c h  E n t l o g a r i t h -  
m i e r e n  s ffir ~ bei  a. 

Ff i r  die "Werte y o n  a zwischen  0,10 ), u n d  0,25 ~, b e g i n n t  
n u n  die e ingangs  e r w ~ h n t e  R e c h n u n g s i t e r a t i o n  ans te l l e  
de r  expe r imen te l l en ,  i n d e m  m i t  de r  v e r l ~ n g e r t e n  Regres-  
s ionsgeraden  Ifir a < 0,25 e ine  Serie N u n d  s b e s t i m m t  
wird. Bei  g e g e b e n e m  t u n d  n (Vorausse tzung)  gewinne  ich 
d a m i t  n a c h  I I b  e ine  S c h a r  u n t e r e r  S i g n i f i k a n z s c h r a n k e n ,  
die zur  Abszisse  para l le I  v e r l a u f e n  i m  A b s t a n d  p~ (Tabe l le  
I I I ) .  

Tabelle II 

Daten der Regressionsgeraden {Figur 3) nach Tabelle I 

2~X a = ~Y'log2a Sxx = 5,942 

~Ya = Zlog Vk Sxu = -- 1,435 

b = -- 0,242 

Tabelle III. Iteration zur Bestimmung Pu im Absehnitt a < 0,250 ~, 
im Zusammenhang mit Figur 3 und 4 

3s- mit 3o'- 
Grenze Aquival. 

gesich. 
Gw 

0,01968 - 0,02166 0,0223 0,02361 0,02550 Pu 
0,00794 - 0,00694 - 0,00621 0,00558 s 
1,488 - 1,410 - 1,340 1,272 logVk 
0,0258 0,0265 0,0270 0,0275 0,0284 0,0298 

0,100 0,114 0,125 0,133 0,150 0,t75 a in~/ 

I t , 

-3,0 -2,0 -1,0 

tog Vk 

1,0 

i0.2 
T 

1,0 
[0%a 

Fig. 3. Regressionsgerade nach Tabelle II zur transformierten 
Vk-Kurve .. . .  Punkte naeh Tabelle I. 

lo G. W. OERTEL, Chemische Bestimmung yon Sleroiden im mensck- 
lichen Plasma (Springer Verlag, Berlin 1962), p. 95. 

it H. M. RAUEN, Biochemisches Taschenbuch (Springer Verlag, 
Berlin-GSttingen-Heidelberg 1956), p. 1201. 

x2 A. LINDER, Statistische Methoden (Birkhiiuser Verlag, Basel 1960), 
p. 152. 
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Trage ich im Koordinatensystem der Eichkurve Fi- 
gur 1 die Signifikanzsehrankengr6ssen abh~tngig von a 
als Punkte ein, so erhalte ich als deren Verbindungslini 
(Figur 4) n~therungsweise eine Gerade, die die obere 
Signifikanzschranke der Nullwertverteilung schneidet. 
Der Schnittpunkt hat  als Ordinate die untere Signifikanz- 
schrankengr6sse der gesuchten Grenzwertverteilung und 
als Abszisse die Gr6sse a, die ats Mindestmenge Substanz 
yon Null untersehiedlich noch erfasst werden kann und 
somit unser gesuchter Wert  ist. 

Gegenfiber a =  0,114 y, der der 3s-Grenzwert der Null- 
verteilung ist, betr~gt der Vertrauensgrenzwert 0,134 y. 

Dishussion. Obwohl durchwegs die Eichkurven auf 
Analysengiinge so abgestimmt werden, dass letzthin die 
Messwerte im zentralen Bereich sich hAufen, sind dennoch 
Ergebnisse, die in den Randabschnit ten liegen, nicht aus- 
geschlossen und manchmal  besonders bedeutungsvoll. 
Gerade bei relativ kleinen Versuchswerten taucht  immer 
die Frage naeh der Verliisslichkeit auf, und bei exakt 
durchgearbeiteten Methoden muss gegen Null eine Sicher- 
heitsgrenze gezogen werden, die besonders dann unertgss- 
lich ist, wenn eine sp~ktere mathematisch-statistische 
Auswertung der Ergebnisse erfolgen soll. Jegliche Ver- 
wendung relativ kleiner Messwerte ist inkorrekt, wenn 
nicht vorher belegt wurde, dass sie sich yon Nul ! signifi- 
kant  unterscheiden. Schlussfolgerungen daraus ohne Si- 
cherung k6nnen ebensogut giiltig sein wie auch nichts- 
sagend, weill sie gleicherweise versuchsbedingt, wie auch 
durch methodische Fehter entstanden sein k6nnen. 

Die Abgrenzung eines Toleranzbereiches, der Null mit  
grosser Wahrscheinlichkeit ausschliessen wiirde (bei n = 20 
bedeutet  3s-Grenze eine Wahrscheinlichkeit von 99°/0)za, 
dfirfte nicht wie bei ]3ENGER 1 oder I{ICHTERICH 3'4 von 
der Nullverteilung ausgehen, da der Nullwert als Rea- 
genzienblindwert kein gleichberechtigter Eichkurvenwert  
ist. Es fehlt ihm ein Arbeitsgang, nfimlich der der zu- 
pipet t ier ten Substratmenge. Aus diesem Grunde wurde 
in Tabetle I unseres Beispiets der hier die Eichkurven- 
streuung charakterisierende Variabilit~ttskoeffizient fiir 
den Nullwert weggelassen. Will man nun Null anhand 
eines Toleranzberciches gesichert ausschliessen, so geht 
das nur fiber die H~ufigkeitsverteilung der echten Eich- 
kurvenwerte, d.h. in diesem Falle kleiner Eichkurven- 
werte, die sich Null schrittweise n~hern und deren 
Streuung zur Berechnung des Toleranzbereiches benutzt  
wird. Das Verfahren bietet sich an bei Messungen mit  
konstantem Nullwert. 

Haben wir dagegen die Reagenzienblindwertstreuung, 
so soll der Vertrauensgrenzwert der Eichkurve sich si- 
gnifikant abheben. 

Der Reagenzienblindwert hat  mit dem Nullwert nut 
den Eichkurvenpunkt  gemeinsam; wi~hrend er einen Fix- 
wert darstellt, Ext inkt ion der Reagenzien ohne Substrat, 
w~re der wahre Nullwert eine gedankliche Approximation 
mit  immer kleiner werdenden Substratmengen, als Grenz- 
wert dann mit unendlich kleiner Menge. 

Bei diesen Reaktionen in Anng, herung auf Null nimmt 
die relative Streuung, als Variationskoeffizient der pro- 
zentuale Anteil am Mittelwert, erheblich und nicht linear 
ZU. 

Die Zunahme hat  wohl ihre Ursache neben apparativen 
Ungenanigkeiten in Pipettierfehlern, die m6glicherweise 
bei Anfstellung einer Eichknrve zu verringern wliren 
unter Verwendung geeichter oder Mikropipetten oder yon 
Btiretten. Mit verminderter  Streuung der Eichkurven- 
werte wtirde die Vertrauensgrenze gegen Null aber nur 
heruntergesetzt, das Prinzip jedoch nicht  ge~indert. Die 
nicht lineare Steigerung des Variationskoeffizienten (Fi- 
gur 1) ist nicht geeignet, in den kleinen Bereichen der 
Menge genaue Streuungswerte eruieren zu lassen. Nach 
LINDER 14 sind gelegentlich nicht lineare in tineare Bezieh- 
ungen zu transformieren mit  Hilfe logarithmischer Sy- 
sterne, und eine M6glichkeit ergab sich hier flit den log V/~ 
der Extinktionsmittelwerte abhlingig vom duadischen 
Logarithmus der Menge (Figur 3). Diese lineare Beziehung 
hat  keinen induktiven Wert  zur Verallgemeinerung, eine 
Nachpriifung in jedem erneut zur Debatte stehenden Fall 
ist notwendig. 

Die zugeh6rige Regressionsgerade l~Lsst Zwischenwerte 
der Streuung korrekt interpolieren, unsere Rechnungs- 
werte sind extrapoliert  im gestrichelten Tell der Figur 3 
und haben damit  nieht die Vertrauenswtirdigkeit wie 
interpolierte Ergebnisse. Will man die Frage des Null- 
bereiches ffir weitere Beispiele klKren, so empfiehlt  sich 
neben dem iiblichen linearen Bereich der Standardeich- 
kurve auch die Extinktionen relativ kleiner "vVerte zu 
erstellen, die im Bereich des gesuchten Grenzwertes liegen. 
Dann ist dessen Interpolation ohne grossen Kehler 
m6glich. 

Im Beispiel der Porter-Silber-Eichkurve ffir 17-Hy- 
droxy-Corticosteroide ist der Unterschied der 3 s-Grenze 
mit  0,114 y gegeniiber dem Vertrauensgrenzwert 0,133y 
mit  etwa 17% nicht bedeutend. Jedoch weisen nicht alte 
Methoden grosse Priizision auf, und bei sonstigen klinisct~- 
chemischen Nachweisverfahren wird man erheblich an- 
dere Unterschiede erwarten k6nnen ~5. 

Summary. A confidence limit in the neighbourhood of 
zero in photometry can be obtained by calculating para- 
meters of the distributions of reagent blank and standard 
values. 

F.  SCHARF 
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Fig. 4. Signifikanzschrankenschar Pu der Iteration Tabelle III Sy- 
stem-der Figur 1 (Pow = obere Sigaifikanzsehranke der Nullwert- 

verteilung). 
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